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Abstract: A lot of novel chemotherapeutic agents have been developed recently， 
improving the management of urogenital carcinomas. However， effective chemotherapy 
has not yet been established for advanced renal cell carcinoma and hormone relapsing 
prostate carcinoma. Most of the chemotherapeutic ageロtstarget DNA in tumor cells; 
therefore， the new agents functioning in different mechanisms to i出ibittumor cel growth 
are expected for the treatment of these carcinomas. 
Rhodamine 123 (Rh)， a red fluorescent dye， has the property to acummulate more and be 
retained longer in the mitochondria of malignant transformed cells than in those of normal 
cels. 
In this study， the suppressive effect of Rh on the growth of cultured prostate carcinoma 
cells (PC-3 and LNCaP) was examined in vitro and in vivo. 
Rh suppressed the growth of PC-3 and LNCaP cells significantly. The accumulation and 
retention of Rh in PC-3 cells was demonstrated both in vitro and in PC-3 tumor cel1s 
implanted in nude mice. Methylglyoxal Bis(guanylhydrazone) (MGBG) and 2-deoxy-D 
glucose (2 DG) suppressed the growth of PC-3 and LNCaP cells when each was administer血
ed in combination with Rh ; namely， these agents seem to modulate the suppressing effect 
of Rh on the growth of tumor cels. 
These results indicate that Rh has the potential to be an anticancer agent against prostate 
carcmomas. 
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Rhodamin巴123[Methyl 0ー(6-amino-3'imino-3 H 
xanthen-g-yl) benzonat巴monohydrochloride，分子量










Methylglyoxal Bis(guanylhydrazone) (MGBG)， 
(Aldrich Chemi. Co， MI. U. S目 A.)はミトコンドリア毒








培養液は， PCすには 7% fetal bovine serum(FBS) 
添加 F12 Kを， LNCaPには 10% FBS添加
RPMI1640(大日本製薬 [ICN社，オーストラリア]，大
阪〕を用い，それぞれ組織培養用フラスコ (Corning








った.試験薬剤添加後1， 3， 7， 9日自に 0.01% EDTA 













TSK-Get ODS 80 TM(東洋ソーダ，東京〉を，溶離液は
60 % HPLC用エタノヶノレを用い，カラム温度 350C，






Fig. 1. The chemical structure of rhodamine 123. 

















カパーグラス上に 1x 10'細胞を播種し， 24時間後に最終
Rh濃度が 5μg/mlになるように Rh溶液 100μlを添加





(A) PC-3 for 1 hour 




実験 1-2: HPLCによる細胞内 Rh濃度の検討
方法:PC-3 1 x 105細胞を播種し，4日後に最終 Rh
濃度が 2.5μg/mlになるように Rh溶液 100μlを24時















結果 Rh 2.5μg/mlを24時間添加させた直後の PC
3 1 X 106細胞中の Rh濃度は 12.2μMで， 6時間後に
は7.90μM(64.8%)， 24時間後では 7.10μM(58.2%) 
(B) PC-3 for 3 days 
Cells(PC-3) were stained with Rh(5μg/ml) for 24 hours， 

















方法:PC-3， LNCaPをそれぞれ 1X 105細胞播種した
24時間後に培養液に Rhを添加した.添加した Rh溶液
は各濃度とも 100μ!と一定とし， Rh最終濃度が 0，










って 9日自主で経過した. 3日目で Rh5.0μg/ml以上
の群で，対照群と比較して有意の細胞増殖抑制効果(P<









の群で再増殖する傾向がみられた.7日， 9日目で Rh1.0 
μg/ml以上のすべての群で対照群と比較して有意の細
胞増殖抑制(P<0.05)がみられた(Fig.4).
Table 1. Intracellular conc巴ntrationof Rh(μM/I06 cells) after 
exposure for 24hours 
Time after exposure to Rh for 24hours 
Cell Pre-exposure 0 h 6 h 24h 72h 
PC-3 N. D. 12.2 7.90 7.10 N. D. 
[MV] 







I L 8A1 
0.0十一γ」 71 0.0 
[TIME] 10.0 [TIME] 10.0 
Fig. 2目 Determinationof Rh by HPLC. 
と2DGの各濃度を 24時間併用添加後，各濃度の 2DG
添加培養液に交換， 9日目まで継続し，同様に Rh添加後




結果 PC-3では， 2 DG 50， 500μg/ml単独(24時
間〉群， 2 DG50μg/ml単独(継続〉群において添加後 1
日， 3日， 7日， 9日目を通じ対照群と比較して細胞増殖
の抑制はみられなかった.2DG 500μg/ml単独〔継続〕群
では 3日， 7日， 9日目で対照群と比較して有意な抑制(P
<0.05)を認めた(Fig.5). また， LNCaPは2DG 50， 
.500μg/ml単独(24時間〉群， 2 DG 50， 500μg/ml単独
(継続〉群において対照群と比較して細胞増殖の抑制はな
かった(Fig.6). 






添加後 1日目より 9日目を通じて Rh単独群と比較して












にもそれぞれ 1X 105細胞播種した 24時間後に最終濃度
0， 50， 500μg/mlになるように 2DG溶液を 100fl加
え，さらに 24時間経過後，無添加培養液 1mlと交換し
2DG添加後 1日， 3日， 7日， 9日目の細胞数を算定し




が0，l.0， 2.5， 5.0， 10μg/mlになるように MGBG溶
液を 100μl加え， 24時間後に無添加培養液に交換し，











































































・ ・ Rh1.0μglml 
・ ・ Rh2_5μglml 
・-一----.Rh 5.0μglml 
・一一『ヤ . Rh10.0μglml 
1x10 3 -一一一一一・ Rh0.0μglml 
.----. Rh 1.0μglml 
・一“一一・ Rh2.5μglml 
・一一 一・ Rh5.0μglml 
・一一一一・ Rh10.0μglml 
1x10 3 
Fig. 4. Eff巴ctof Rh on LNCaP cell growth_ 
1 3 5 7 9 
Days after exposure to drug 
1 3 5 7 9  
Days after exposure to drug 
Fig. 3. Effect of Rh on PC-3 c巴1growth. 




3日， 7日， 9日目を通じ， Rh単独添加群と比較して播種
細胞数の増加を認めず，有意な抑制(p<O.05)を認め併
用効果を示した(Fig.l1). LNCaPで3日目に播種細胞
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1x10 4 -一一一・ 2DG0.0μg/ml 
・一一一・ 2DG50μg/ml(24h) 
・一一一一・ 2DG500μg/ml(24h) 































9 1 3 5 7  
Days after exposure to drug 
1 3 5 7 9  
Days after exposure to drug 












































1 3 5 7 9 
Days after exposure to drug 
1 3 5 7  9 
Days after exposure to drug 
Fig. 8目 Effectof MGBG on LNCap cell growth Fig. 7. Effect of MGBG on PC-3 cell growth 
(445) 
結果:LNCaP培養液中の PAP測定値は， Rh2.5μg 
/ml単独(24時間〉群では，対照群と比較して Rh添加後
3日目の PAP値は，対照群が 0.7μg/mlであったのに
対し 0.5μg/ml以下と抑制を認めたが， 7日目以降 PAP
値は徐々に上昇し， 9日目には対照の1.3μg/mlに対し，
1.2μg/mlと有意の抑制は認められなかった. Rh5.0 





方法: 実験Iー1，2における， Rh 2.5， 5.0μg/ml 
単独(24時間〉群， 2DG 50，500μg/ml単独〔継続〉群およ
び Rh2.5μg/ml(24時間)+2 DG 50， 500μg/ml(継
続〉併用群の各時間経過後の LNCaP培養液中の Pros
tatic specific antigen(PA)をマーキット M-PAを用い
て酵素免疫法で， Prostatic acid phosphatase(PAP)を


























































-一一・Rh2.5μg/ml・一・Rh2.5μg/ml+ 2DG 50μg/ml(24h) 
・・Rh2.5μg/ml + 2DG5∞μg/ml(24h) 
1x104 
-一一・Rh2.5μg/ml @ー Rh2.5μg/ml+ 2DG50μg/ml(24h) 
・-・Rh2.5μg/ml+ 2DG500μg/ml(24h) 
1 3 57  9 
Days after exposure 10 drug 
Fig. 10. Effect of Rh plus 2DG on LNCaP c巴1
growth. 
1 3 5 79  
Days after exposure 10 drug 
Fig. 9. Eff巴ctof Rh plus 2DG on PC-3 c巴1growth目
1x10 5 


































e-----e Rh 2.5μg/ml 
・-・Rh2.5μg/ml + 2DG50μg/ml(9days) .“ Rh 2.5μg/ml + 2DG500μg川 1(9days)
1x104 
1 3 5 7 9 
Days after exposure 10 drug 
Fig目 11.Effect of Rh plus 2DG on PC-3 cell 
growth. 
(446) 士口 江 貫
認められ， Rh5.0μg/ml単独(24時間〉群の 9日目では N. ヒト前立腺癌細胞の増殖抑制に及ぼす Rhの影響に
対照群で 15.0μg/mlに対し 2.8μg/mlと低値を示した. 関するInVIVO実験
2DG単独(継続〕群における PA，PAP値の変動は実 予備実験として，体重 20gのヌードマウス 16匹に対
験期間中対照群と比較して変化なく抑制は認められなか し， trypsin処理した PC-3，LNCaPをそれぞれ 2x 10' 
ったが， Rh2.5μg/凶 +2DG50μg/ml併用群で、は， Rh 細胞/0.5ml/匹を 26Gの皮内針を用いて右側腹部に皮
単独時と比較して PAP値は 9日目で 0.8μg/mlとやや 下移植し，その可移植性を検討した.その結果， PC-3は
低値を示し，併用効果が認められたが， PA値は9日目で 16匹中 14匹生着し，一方 LNCaPは16匹中 2匹に生着
14.0μg/mlと併用効果は認められなかった. Rh2.5μg したのみであった.以上の結果より，以後の invivo実験
/m1+2DG500μg/ml併用添加群では， PAP値はRh単 には PC-3を用いて実験を行った.
独時と比較して 7日目で 0.7μg/mlと高値であったが， 実験Nー1 ヒト前立腺癌細胞担癌マウスにおける
9日目で 0.5μg/ml以下に抑制され，併用効果を認めた Rhの体内分布に関する検討
PA値は7日目まで1.5μg/ml以下と低値で 9日目でも 方法:PC-3を移植した 100日目の担癌ヌードマウス
9.3μg/mlと再上昇は認められるものの併用効果が認め 3匹の腹腔内に 26G皮内針にて Rh溶液 0.5mlを10






































































・ 一一・ Rh2.5μg/ml+MGBG0.0μg/ml 
・一一一一・ Rh2.5μg/ml+MGBG1.0μg/ml(24h) .ω 一一一.Rh2.5μg/ml+MGBG 10.0μg/ml(24h) 
1 3 5 7 9 
Days after exposure to drug 
Fig. 13. Effect of Rh plus MGBG on PC-3 cell 
growth 
-一一一一一・ Rh2.5μg/ml
・ 一一・ Rh2.5μg/ml+MGBG0.0μg/ml 
.----・ Rh2.5μg/ml+MGBG1.0μσml(24h) 
・一一一一一一・ Rh2.5μg/ml+MGBG1 0.0μg/ml(24h) 
3 5 7 9 
Days after e岨posure to d rug 
Fig. 14. Eff巴ctof Rh plus MGBG on LNCaP cell 
growth. 
Table 2. Chang巴sof P AP and P A in Cultur巴 Mediumof LNCaP 
Treatment 
PAP(ng/ml) PA(ng/ml) 
Day 1 Day3 Day7 Day9 Day 1 Day3 Day7 Day9 
Control く0.5 。目7 0.8 1.3 1.7 <1.5 5目。 15.0 
十Rh2.5μg く0.5 くO目5 0.5 1.2 1.8 く1.5 く1.5 16.0 
十Rh5.0μg <0.5 <0.5 0.5 0.7 2.0 <1.5 <1.5 2.8 
十2-DG50μg 0.5 <0.5 0.6 1.7 1.6 <1.5 6目。 34.0 
十2-DG500μg 0.6 0.7 0.5 1.8 1.5 く1.5 6.3 46.0 
+ Rh2.5μg+2-DG50μE 0.6 <0.5 く0.5 0.8 <1.5 <1.5 <1.5 14.0 
+ Rh2.5μg+2-DG500μE 0.5 0.5 0.7 く0.5 く1.5 く1.5 く1.5 9.3 
(447) 















ラセント 30を使用し， 3500 rpmで6時間遠心鴻過し，




























-一・Rhx 3 (n=4) .句.Rh x 3 + 2DG x 10 (n=5) 
1x10 3 
1x102 
e---e control (n=4) 
・一・ Rhx 3 (n=4) 






































































































Fig. 16. PC-3 tumor growth curv巴sin nude mice 
(BALB / C) receiving intraperitoneal 
injections of Rh (5mg/kg， 3 times) or Rh 
+2DG (500mg/kg， 10 times) every 2 days 
started 1 day aft巴rimplantation 
Table 3. Tissu巴 Rh concentration(μM / kg) after 
intraperitoneal administration of Rh(10mg/kg) 
in PC-3 implanted nude mice 
Concentration of Rh (μM/kg) 




2.60X10-1(5.80) N. D 
1.14X10-1(4.07) 1.60x10-2(0.57) 
5.50 X 10-2(2 .40) N. D 
6.00 X 10-2(1.47) 2.90 X 10-2(0.58) 
6.25 X 10-2α 42) N. D 
3.90 X 10-2(1.22) 1. 50 XlO-2(0. 47) 
l.20 X 10-1 (3.87) 3.10 X 10-2(1. 00) 
， : Rh conc/Rh conc after 6 h 
50 40 30 days 
Fig. 15. PC-3 tumor growth curves in nude mice 
(BALB / C) receiving intraperitoneal 
injections of Rh (5mg/kg， 3 or 5 times) or 
2DG (500mg/kg， 10 times) every 2 days 
started 1 day after implantation目






て体重20gのヌードマウス 30匹に 2x 10'細胞/0.5ml/









40 50 days 
1xl02 
Rh x 5 (n=4) 
Rh x 5 + 2DG x 10 (n=5) 
30 
Fig. 17. PC-3 tumor growth c)1rv巴sin nude mic巴
(BALB / C) receiving intraperitoneal 
injections of Rh (5mg/kg， 5 times) or Rh 
十2DG(500mg/kg， 10 tim巴s)ev巴ry2 days 




スケジューノレで、 Rh5mg/kg投与と 2DG 500 mg/kg投
与を併用して行った.各群の動物数はRh，2DG非投与
対照群 :6匹〔内 2匹非生着)， Rhx 3回投与群 :5匹(内
1匹非生着)， Rhx 5回投与群 :4匹〔全例生着)， 2DG投
与群 :5匹(内 2匹非生着)， Rhx 3回投与+2DG併用











群， RhX3回投与群， RhX5回投与群の PC-3移植腫蕩
はそれぞれ平均 3.7x 103mm3， 1. 7 x 103mm3， 8.1 x 102 
mm3で、あった.40日目にはそれぞれ8.9x 103mm3， 3.7 
x 103mm3， 2.6 x 103mm3となり，さらに 50日目では 2.3








70 90 10 (days) 80 















目， 76日目， 86日目にそれぞれ 1匹死亡したが， 1匹は
100日以上生存した.2DG投与群3匹では57日目， 83日
目にそれぞれ l匹死亡したが， 1匹は 100日以上生存し
た.RhX3回十2DG併用投与群5匹では63日目， 83日
目にそれぞれ 1匹死亡， 96日目に 2匹死亡し， 1匹のみ
100日以上生存した.Rhx5回十2DG併用投与群5匹で




95.75日， Rhx5回投与群は 78.75日， 2DG単独投与群




























1980年に Johnson et al.")によってミトコンドリアに
選択的に集積される性質が明らかになり， ミトコンドリ
アの生体染色にその有用性が見いだされた. 1982年に
Summerhayes et a).9)によって malignanttransformed 
celsのミトコンドリアにより多く，より長時間集積する
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